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De microbiologische agar-diffusie methode voor de bepaling van het ge-
halte in diervoeders is geringtest door 12 laboratoria. Ieder labora-
torium heeft van 3 monsters het gehalte bepaald. Een voormengsel, een 
gepelleteerd en een ongepelleteerd diervoer. De monsters zijn door de 
deelnemers in drievoud onderzocht met de voorgeschreven EEG-methode. 
Na statistische evaluatie van de resultaten zijn de herhaalbaarheids-
en de reproduceerbaarheidswaarde berekend. 
Voor deze monsters is de herhaalbaarheid gemiddeld 5,2% en de reprodu-
ceerbaarheid gemiddeld 16,1%. 
Naar aanleiding van deze ringtest heeft er een beperkt vervolgonder-
zoek plaatsgevonden met een enigzins gemodificeerde methode . Ook deze 
resultaten zijn in dit verslag opgenomen. De gemodificeerde methode 
geeft in het algemeen een betere recovery dan de EEG-methode. 
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1 INLEIDING 
Reeds lang was er onvrede over de toch vaak lagere recoverys van de 
avoparcine bepaling in diervoeders. Na uitvoerig intern onderzoek is 
er overlegd met de fabrikant van dit preparaat over de mogelijke oor-
zaak van steeds terugkerende lagere gehaltes. Met de fabrikant is de 
methode op al zijn kritische punten uitvoerig besproken. Vooronderzoek 
en uitwisseling van monstermateriaal gaf geen duidelijk verbetering 
van de recovery. Nadat de fabrikant zich overtuigd had van de juiste 
uitvoering van de bepaling werd besloten een ringonderzoek te organi-
seren met monstermateriaal dat door de fabrikant speciaal voor dit 
doe l gemaakt was. Homogene diervoeders, van praktijk samenstelling, 
met 10 mg/kg avoparcine en het gebruikte voor mengsel. In verband met 
de eventuele invloed van pelleteren \-lerd een gepelleteerd en een onge-
pe lleteerd voer in deze ringtest betrokken. 
Het hoofddoel was om de spreiding tussen de verschillende l aboratoria 
vast te stellen , indien de monsters onderzocht werden met de voorge -
schreven EEG -methode . 
Alle laboratoria hadden reeds de benodigde ervaring met de methode. 
Aan dit ringonderzoek werd deelgenomen door veelal EEG-laboratoria die 
belas t z ijn met de ambtelijke controle van diervoeders. 
(Deelnemers lij s t zie bijlage 1). 
2 MATERIAAL 
Monster nummer Soort Concentratie mg/kg 
R 832/131 N Mestkuikenmeel 
voormengsel 1100 
R 832/103 C Mestkuikenmeel 
pellets 10 
R 832/131 B Mestkuikenmee l 
meel 10 
De monsters werden a l s proe fcharge door de f abrika nt samengesteld en 
gemengd. 
Door het Rikilt werden de monster s na mengen verdeeld in porties van 
respectievelijk 50 , 200 en 200 gram en naar de deelnemende laboratoria 
verstuurd. 
Gelijk met de monsters \-lerd een Avoparcine standaarpreparaat meege-
stuurd me t een activi teit van 942 ug/mg . 
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3 METHODEN 
3 .1 . "Determination of Avoparcin by diffusion in agar medium" EEG no. 
L 257 ( zie bijlage 2) 
3.2. Als methode 3. 1 . met uitzondering van het voedingsmedium punt 
4.1. 
Samenstelling: 
Glucose 10 ,0 g 
Gistextract 2,5 g 
Dikaliumfosfaat (K2HP04 ) 0,69 g 2 4 Monokaliumfosfaat ( K PO ) 0,45 g 
Agar 15,0 g 
pH 6,5 ( na sterilisatie) 
4 RESULTATEN 
4 .1. Ringonderzoek 
In de tabellen 3 t/m 5 zijn de resultaten van de 12 deelnemende l abo-
ratoria opgenomen en statistisch verwerkt volgens ISO 5725 (1). 
Van het voormengsel werd gemiddel d 96 ,0 % teruggevonden met een laag-
ste waarde van 71,9% en een hoogste waarde van 115,3%. 
Voor het voer zijn de gemiddelde teruggevonden percentages voor onge-
pelleteerd en gepe l leteerd respectieve lijk 94, 1 en 93,4% 
De laagste en hoogste waarden zijn r espectievelijk 68,3%, 140,3% en 
75,0% en 114,7%. 
Geen van de dee lnemende l aboratoria , blijkt uit de statistische evalu-
atie, heeft statistisch af\.1ijkende resul taten . 
Onderstaand een overzicht van de variatiecoefficienten binnen de 
laboratoria, tussen de laboratoria en de totale variatie coefficient. 
Tabe l 1. 
Monster Gedoseerde Gemidde ld v.c. v.c . v.c. 
nummer gehalte teruggevonden (r) (R) (L) 
mg/kg % % % % 
R 832/131 N 1100 96,0 5,4 13,8 12,7 
R 832/131 B 10 94,1 4,3 20,7 20 , 2 
R 832/103 c 10 93,4 5 ,8 13,8 12 , 5 
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4.2. Aanvullend onderzoek 
11 diervoeders, al of niet gepelleteerd, zijn aanvullend onderzocht 
met de EEG-methode en de gemodificeerde EEG-methode. 
Gemiddeld \Y'ordt met de gemodificeerde methode ca. 13 % meer terugge-
vonden. 
De resultaten zijn per monster weergegeven in onderstaande tabel. 
Tabel 2. 
Recoverys van gehalten verkjregen met de EEG-methode en de 
gemodificeerde EEG-methode. 
Hanster Opgegeven gehalte Recovery Recovery 
nummer mg/kg EEG-meth gemodi. EEG-meth 
% % 
1 10 88,0 101,0 
2 10 82,0 102,0 
3 10 49,0 70,0 
4 10 65,0 77,0 
5 10 71,0 75,0 
6 15 73,3 94, 7 
7 15 86,7 82,7 
8 20 65,0 82,0 
9 20 49,0 72,5 
10 20 65,0 72,5 
11 40 67,8 76,3 
gemiddeld 69 ,3 82,3 
4 . 3. Stabiliteit 
De monsters die in dit ringonderzoek onderzocht z ijn zijn 18 maanden 
na bereiding nogmaals onderzocht met de gemodificeerde methode . 
Gedurende deze 18 maanden z ijn de monsters, afgesloten van daglicht, 
bij kamertemperatuur bewaard. 
Van he t voormengsel en de diervoeders werd r e spectievelijk 108 , 83 en 
83% teruggevonden . 
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5 OPHERKINGEN 
De bepalingen zijn over het algemeen zonder problemen uitgevoerd. 
Enkele opmerkinge die bij de resultaten gevoegd waren zijn: 
- geen meetbare remzones bij de laagste verdunning, daarom de verdun-
ning van de standaard aangepast zodat de hoogste standaardconcentra-
tie 4 ug/ml bevat in plaats van 2 ug/ml zoals oorspronkelijk voorge-
schreven is. 
- de pH instelling van 4,5 is zeer kritisch maar zoals voorgeschreven 
onpraktisch. 
- bij een imo~eeg van 50 gram monmster zou bij de uiteindelijke concen-
tratieberekening rekening gehouden moeten worden met de hoeveelheid 
vocht in het monster zelf. 
- t\>Tee deelnemers maakten de opmerking dat ze in de praktijk problemen 
hebben met lagere gehaltes avoparcine dan oorspronkelijk is toege-
voegd. 
6 CONCLUSIES 
- De gedoseerde concentraties worden in het algemeen teruggevonden. 
Bij grote verschillen (recovery < 80%) is het zinvol nader onderzoek 
te doen naar de evt . invloed van de gebruikte agar. 
De resultaten komen overeen met de resultaten gevonden bij eerdere 
ringonderzoeken ( 2) en zijn in het algemeen beter dan een in 1981 
uitgevoerd ringonderzoek. 
Uit aanvullend onderzoek is gebleken dat aanpassing van de te ge -
bruiken voedingsbodem een betere recovery geeft. 
- Beperkt stabiliteitsonderzoek geeft aan de de concentratie over een 
peroide van minimaal 18 maande niet significant terugloopt. 
7 REFERENTIES 
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DETERMINATION OF AVOPARGIN IN ANIMAL FEED FORMULATIONS 
R 832/131 n (1100 ppm> 
Results Mean St Dev 
723.000 878.000 773.000 791.333 79.110 
1138.000 1231.000 1240.000 1203.000 56.471 
1064.000 1097.000 1088.000 1083.000 17.059 
1030.000 950.000 1010.000 996.667 41.633 
1037.000 1042.000 1096.000 1058.333 32.716 
1026.000 1114.000 1126.000 1088.667 54.602 
1144.000 1042.000 1068.000 1084.667 53.003 
1272.000 1140.000 1200.000 1204.000 66.091 
980.000 1030.000 961.000 990.333 35.642 
1066.000 989.000 1027.500 54.447 
1309.000 1276.000 1220.000 1268.333 44.993 

















Results of repeatability/reproducibility calculations 
... 
MEAN of the results of 12 labs :1056.514 
REPEATABILITY 161.553 
SD rep. 57.118 
CV rep. 5.406% 
SD betw.labs 133.796 
Tab. values 
Tests 5% 1% 
Cochran 0.392 0.475 
Di x on 0.479 0.579 
REPRODUCIBILITY 411.474 
SD repr. 145.478 
CV repr. 13.770% 
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DETERMINATION OF AVOPARCIN IN ANIMAL FEED FORMULATIONS 
R 832/131 B (10 ppm) 
Results Mean St Dev 
7.200 7.000 6.30(1 6.833 0.473 
9.900 10.000 9.100 9.667 0.493 
11.000 10.900 10.000 10.633 0.551 
8.600 8.800 8.700 8.700 0. 100 
11. 600 10. 500 10.900 11.000 0.557 
9.600 10.600 10.400 10.200 0.529 
9 . 000 9.700 9.700 9.467 0.404 
8.000 7.600 7.500 7.700 0.265 
8.700 8.900 8.100 8.567 0.416 
14.000 13.900 14.200 14.033 0.153 
7.700 8.000 8.200 7.967 0.252 
8.400 7.900 8.200 8.167 0.252 
Results of · repeatability/reproclucibility calculations 
MEAN of the results of 12 labs : 9.411 
REPEATABILITY 1.133 
SD rep. 0.401 
cv rep. 4.258/. 
SD betw.labs 1.905 
Tab. values 
Tests 5/. 1/. 
Cochran 0.392 0.475 
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* Interlaboratory analysis ; uni~orm level experiment * 
* * 
*********************************************************** 
DETERMINATION OF AVOPARGIN IN ANIMAL FEED FORMULATIONS 
1986-06-16 
R 832/131 B <lab 10 deleted) 













7.200 7.000 6.300 6.833 0.473 
9.900 10.000 9.100 9.667 0.493 
11. 000 10.900 10.000 10.633 0.551 
8.600 8.800 8.700 8.700 0.100 
11.600 10.500 10.900 11.000 0.557 
9.600 10.600 10.400 10.200 0.529 
9.000 9.700 9.700 9.467 0.404 
8.000 7.600 7.500 7.700 0.265 
8.700 8.900 8. 100 8.567 0.416 
7.700 8.000 8.200 7.967 0.252 
8.400 7.900 8.200 8.167 0.252 
Results of repeatability/reproducibility calculations 
MEAN of the results of 11 labs : 8.991 
REPEATABILITY 1.177 
SD rep. 0.416 
cv rep. 4.627/. 
SD betw.labs 1.289 
Tab. values 
Tests 5/. 1/. 
Cochran 0.417 0.504 
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DI.ILAGE 
I.IJU'ALI NG VAl\' AVOPAlKIN DOOH MIDDEL VAN AGARDIFFUSIE 
I. DOEL EN TOEPASSINGSGEBIED 
Met dne methnde kan avoparcin in diervoeders en voormcng~el s worden bepaald. De 
ondergrens 1·an dt brpaling ligt bij 2 mg/kg (2 ppm). In aanwezigheid van polyether-anti-
bioticrt kan de he paling gestoord worden. 
2. PRINCIPE 
Het monster wordt geëx traheerd met een mengsel van aceton, water en zoutzuur. De anti-
biotische acti viteit van het extract wordt bepaald door meting van de diffusie van avopar-
cin in een agarvoed ingsbodem die geënt is met Bacillus subtili s. De diffusie wordt zicht-
baar door de vorming van groeircmmingszones van het micro-organisme. De diameter 
van deze remzones wordt geacht recht evenredig te zijn met de logari tme van de antibioti-
cumconcentratie bi nnen het gebruik te concenlraticgebied . 
3. l'vi iCRO-ORGA NIS ME : BACILLUS SUBTILJS ATCC 6633 (NCIB lW54) 
3. 1. Jlt·ll llrCil 1<111 d(· SIDnl 
Buin·n met schuingcstolde voedingsbodem (4.1) worden geënt met Bacillus subtilis en 
een nacht bebroed bij 30 oe_ De kweek wordt in de koelkast bewaard bi_i ca. 4 ' C. Elke 
m a<~nd wordt opnieuw overgeënt. 
3.2. Brrr iding 1an dt· ~poresuspensic ( 1) 
Een vers bereide cu ltuur in ee n agarbuisje (3. 1) wordt gesuspendeerd in 2 ti 3 mi steri el 
water. 1\let deze suspensie wordt het oppervlak beënt van 300 mi in een Roux-ne> 
gestolde I'Ocdingsbodem (4.1 ), die daarna 3-5 dagen geïncubeerd wordt bij 30 QC. Neem 
de cultuur op in 15 mi ethanol (4.2) na de vorming van sporen te hebben gecontroleerd 
onder de microscoop en meng goed. Deze suspensie kan ten minste 5 maanden bij 
ca. 4 ''C bewaard worden. 
4. VOEDINGSBODEMS EN REAG ENTIA 








pH 6,5 (na sterilisatie). 
4.2. Ethanol 20% (v/v): vcrdun 200 mi eth<~nol met 800 mi water. 







I 000 mi 
(I) Andere methoden kunnen gebruikt worden voor zover is bewezen dal zij overeenkomstige 
spor~suspcnsies geven. 
(I) Elke handelsvoedingsbodem van vergelijkbare samenstelling, die dezelfde resultaten geeft , 
kan gebruikt worden . 
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4.4. 2 M-natriumhydroxydcoplossing. 
4.5. Fosfaatbuffer, 0,1 M : 
Monobliumfosfaat, KH 1 P04 
Water tot 
Breng de pH op 4,5. 
13,6 g 
I 000 mi 
4 .6. Mengsel van aceton, water en zoutzuur (4.3): 65 : 32,5 : 2,5 (v/v/v). 
4.7. Stand aard : avoparcinsulfaat met bekende activiteit. 
5. STANDAARDOPLOSSINGEN 
Los een nauwkeurig afgewogen hoeveelheid standaard (4.7) van ongeveer 10 mg op in de 
fosfaatbuffer (4.5), en verdun met deze buffer tot een voorraadoplossing van 100 IJg avo-
parein per mi. Deze kan in een gesloten kolf maximaal 7 dagen bij 4 oe bewaard worden. 
5.1. Voor wormengsels 
5.2. 
Met de voorraadoplossing worden door successieve verdunning met de buffer (4.5) de 
volgende oplossingen bereid : 
Si 4 pg/ml 




Met de voorraadoplossing worden door successieve verdunning met de buffer (4.5) de 
volgende oplossingen bereid: 
Si 2,0 IJglml 
S• 1,0 j.lg/ ml 
S1 0,5 Jlg/ ml 
S1 0,25 j.lg/ml. 
6. BEREIDING VAN HET EXTRACT EN DE VERDUNNINGEN 
6.1. Voormengsels 
Weeg tot op I 0 mg nauwkeurig een hoeveelhdd van het monster af die 10 tot 100 mg avo-
parein .bevat. Breng deze hoeveelheid met 60 mi van het mengsel (4.6) over in een maat-
kolf va n 100 mi. Schud gedurende 15 minuten op een schudapparaat. Controleer d e pH 
en breng hem zo nodig op 2 met zoutzuur (4.3). Vul aan tot 100 mi met mengsel (4.6) en 
meng goed. Filtreer een deel door geschikt filtreerpapier (b.v. Whatman nr. 1), waarbij de 
eerste 5 mi van het filtraat worden weggeworpen. Neem een aliquoot deel en breng met 
natriumhydro xideoplossing (4.4) op pH 4,5. Verdun deze oplossing met buffer (4.5) tot-
dat een aangenomen avoparcinconcentratie van 4 j.lg/ rnl is bereikt (= U a). 
Bereid, uitgaande van deze oplossing, door successieve verdunning (I+ I) met buffer 
(4.5), de oplossingen u. (aangenomen gehalte 2 j.lg/ml). u1 (aangenomen gehalte 
I pg/ ml) en U1 (aangenomen gehalte 0,5 j.lgl ml) . 
6.2. Dien·oeders 
Voeg aan een afgewogen hoeveelheid van 50,0 g monster I ÓO mi van het n1engsel (4.6)' toe 
en schud gedurende 30 minuten op een schudapparaat. Maak het extract helder door cen-
trifugeren (waarbij gebruik wordt gemaakt van met een .stop gesloten centrifugebuizen), 
neem een aliquoot deel van het heldere çxtract (zie onderstaande tabel) en breng met de 
natriumhydroxydeoplossing (4.4) de pH op 4,5. Verdun dit aliquoot deel met buffer (4.5) 
tot U5 (zie onderstaande tabel). 
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Bereid . uilfil<tndc 1 <~n dc7l· oplossi ng , door ~u cce~s icve verdunningen ( I + I) met de buf-
fe r (4.~). dr op)o, singen LJ, (<tangcnomcn gehalte : I ,0 jlg/ ml), U1 (aangenomen gehalte: 
0,5 ~tg/mi) en u, (aangt"IIOnH·n gehal!e: 0,25 ~tg/mi). 
--
Vermoedelijk avoparcinegd1 allc 
in (mg/ kg) 5 7,5 JO 15 20 40 
--- -
Gewicht v<~ n het monster 
in g(± 0,1 gJ 50 50 50 50 .50 50 
-
-- - -
Volume va n het mc:ng~cl (4.6) (mi) 100 100 100 100 100 100 
Volume va n het heldere extract (mi) 20 15 20 15 20 10 
Eindvolume (n) l): U, 25 25 50 50 100 100 
----
Aangenomen U, concrntratie 
in )tg/ mi 2 ca.2 2 ca.2 2 2 
-
7. UITVOERI NG VAN DE BEPALING 
7.1. [nten m n de \or dingshud cm 
Uet'nl bij 50 "C de voed ingsbodem (4. 1) met de sporesuspensie (3.2). Door voorafgaande 
proe1·en met pla ten met voed ingsbodem (4. 1) dient men de hoeveelheid sporesuspensie te 
hcpa len die bij de verschi llende concentrat ies avoparcin zo grool moge lijke remzones 
geeft. die toch nog scherp zijn. 
7.2. Gtr<·~dn1akrn ran de platen 
De agardiffusie vindt plaats in platen waarop de vier standaardconcentraties (S~. s •. S1 en 
S1) voorkomen en de vier extractconcentraties (U1, u., U1 en U1). Elke plaa1 moet beslist 
allr vier concentrati es van standaard en extract bevallen. Daarom moet de afmeting van 
de platen zo gekozen worden dat men in de agarvoed ingsbodem ten minste 8 gaatjes kan 
ponsen van JO tot 13 mm diameter, waarvan de middelpunten niet minder dan 30 mm 
van elkaar verwijderd zijn . Als platen kan men vlakke glazen platen gebru iken, waarop 
a luminium of plastic ringen van 200 mm diameter en 20 mm hoogte gezet worden. 
Gicl in de platen een hoeverlheid voedingsbodem (4. 1), geënt als aangegeven in 7.1, die 
een laagdikte van ca. 2 mm geeft (60 mi voor een plaat van 200 mm diameter). Laat de 
voed ingsbodem stollen, pons er de gaatjes in en pipeteer er de exact afgemeten hoeveel · 
heden van standaard en ex tract in (0, 10 tol 0, 15 mi per gaatje, afhankelijk van de diame· 
ter). Breng iedere concentratie tenminste in viervoud aan, zodat iedere bepaling a ls 
grondslag voor de berekening 32 remzones heeft. 
7.3. Rc!JrMding 
De broed de platen 16 tot 18 uur bij 30 oe. 
8. METING EN BEREKEN ING 
Meel de diameter van de remzones to t op 0, I mm nauwkeurig. Zet voor elke concentratie 
de gemiddelde waarden op semi logaritmisch papiel uit . zodanig dat de logaritme van de 
concentraties tegen de d iameter van de remzones kornl te staan. Trek de hest passende 
lijnen voor standaard en extract en ga daarbij, bij voorbee ld, als volgt te werk. 
Bepaal het meest passende punt voor de laagste· s!a ndaardwaarde (SL) volgens de f~r· 
mu le : 
(a) SL = 1 s 1 + 4 s1 + s4 - 2 sR 
JO 
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Dq>a~l het tnce~l pa~send e punt voor de hoogste sta ndaard waarde (SH) volgen~ de fo r· 
mul c: 
(b) SH = 7 Sr+ 4 s4 + s 2- 2 s, 
JO 
13ep;wl o p deze lfde wijze de meest passende punten voor de laagste ext ractwaarde (UL) 
en de hoogste ex tractwaarde (UH) door in bovenstaande formul es S" S1, S, en S, door U,. 
U 1, U, en U, te vervangen. 
Vu l de waarden SL en SH in deze lfde grafi ek in. D oor deze twee punten te vcrbinden 
krijgt men de meest passende rechte voor de standaardo plossing. O p dezelfde wijze ver· 
krijgt men me t U L en U H de meest passende rechte voor het extract. 
Wa nnee r er geen enkele sto ring is, moeten de rechten evenwijdig zij n . In de praktij k kun· 
ncn d e rechten als evenwijdig worden beschouwd wa nneer (SH - SL) en (UH - UL) 
niet meer da n I 0 % van hun gemiddelde a fwijk en. 
Als de rechten n iet evenwijd ig zijn, kan men hetzij U, en S" hetzij Ub en S, uitsluiten. De 
waarden SL, SH, UL en UH waarmee men da n de meest passende rechten kan trekken, 
worden da n berekend vo lgens de volgende formules: 
(a') SL = 5S1 + 2 S2 - S4 of 5 s2 + 2 s4- Ss 
6 6 
(b') SH = 5 s 4 + 2 s2 - s., of 5 Ss + 2 S4- S2 
6 6 
en analoge formules voor UL en UH . De met deze alterna tieve formules ge trokken rech-
ten moeten ook o p evenwijdigheid o udenocht worden, zoals boven aangegeven. Wan-
neer het result aat uit d rie niveaus berekend is, moet dit op het a nalysecertificaat vermeld 
worden. 
Wanneer de rechten als c i'CIIII'!idig beschoull'd k utmen ll'orden. wordt de logaritme van de 
relatieve activiteit (log A) berekend vo lgens één van de vo lgende formules: 
Voor 4 ni1•eaus 
(c) 




Werkelijke activiteit = aangenomen activiteit x rel ati eve activiteit. 
13lijkt de relati eve acti viteit buiten het gebied 0,5 tot 2,0 te liggen, dan moet men de bepa· 
ling herhalcri met geschikte aanpassingen aan de extractconcentraties of, indien zulks 
onmogelijk is, aa n de standaardoplossingen. Indien de relatieve activiteit in het gebied 
va n de gevraagde waard en niet opgebracht kunnen worden, moet het resultaat a ls een 
benadering worden beschouwd en a ls zoda nig op het a nalysecerti ficaat worden venneld. 
Wanneer de rechten niet als e1•enwijdig beschouwd kunnen worden, moet men de bepaling 
herha len. Wanneer het d an nog steeds niet lukt evenwijdige rechten te verkrijge n, moet de 
bepa ling a ls niet bevredigend worden beschou wd . 
9. HE RHAA LBAARHEID 
Het verschil tu ssen· de resultaten va n twee hcpalinge n aa n hetzelfde mo nster uitgevoerd 
door deze lfde analist mag niet groter zijn dan : 
2 mg/ kg in absolute waarde b ij avoparcingrha lten van 2 t/ m 10 mg/ kg; 
20 % van de hoogs te waarde bij gehalt en va n meer dan JO en t/ m 25 mg/ kg ; 
5 mg/ kg in abso lute waarde b ij gehalten van meer da n 25 en t/ m 50 mg/ kg; 
JO .% van de hoogste waarde b ij geha lten va n meer dan 50 mg/ kg. 
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